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菌株的方法。【方法】采用 1.5%蜗牛酶和 1.0%纤维素酶混合液水解去除细胞壁得到 2A00015 
(近平滑假丝酵母，Candida parapsilosis)的原生质体，将其放于紫外灯下诱变及再生壁培养，
筛选获得可利用廉价碳源发酵的高产油酵母，并采用气相色谱质谱联用法(GC-MS)测定其脂
肪酸组成。【结果】突变效果最好的突变菌株 2A00015/25 用葡萄糖发酵培养 7 d 后，其生物
量、油脂产率和产油量分别为 17.77 g/L、58.12%和 10.32 g/L，较原始菌株分别提高了 12.45%、
23.32%和 38.68%；利用废糖蜜发酵培养，其生物量、油脂产率和产油量分别为 18.54 g/L、





达到 49.4%，提高了 21.2%。 
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Abstract: [Objective] We used UV induced protoplast mutagenesis to study breed a new 
high-yielding lipid-producing strain which could use cheap carbon source. [Methods] Get the 1.5% 
glusulase and 1.0% cellulose solution. Hydrolyze to remove the cell wall and obtain the protoplast of 
2A00015 (Candida parapsilosis). Put it under the ultraviolet lamp for mutagenesis and cultivate re-
genrated wall. Then screen to get the high oil generated yeast which could be fermented by low-cost 
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carbon source. Determine its fat acid components by gas chromatography with mass spectrometric 
(GC-MS). [Results] Cultivated the mutant strain with best mutation 2A00015/25 in the glucose. We 
found that the biomass, oil yield rate and oil production are separately 17.77 g/L, 58.12% and   
10.32 g/L, which are separately 12.45%, 23.32% and 38.68% higher than the original strain. We have 
also cultivated the mutant strain in the waste molasses and found the biomass, oil yield rate and oil 
production are separately 18.54 g/L, 49.44% and 9.17 g/L, which are separately 9.09%, 21.16% and 
32.18% higher than the original strain. The oil yield rate is lower in the waste molasses cultivation 
than that in glucose cultivation. However, in consideration of environment protection and cost of raw 
materials, the waste molasses is of much more advantages. It is tested that the fat generated from the 
waste molasses fermentation consists of eight kinds of fat acid. Its fat acid components are similar to 
the vegetable oil, in which the content of unsaturated fatty acid comprised 82.4% of the total fatty 
acid. [Conclusion] Basing on UV induced protoplast mutagenesis, we have successfully bred a new 
high-yielding oil strain which can make use of the low-cost carbon source, with its oil production rate 
49.4% which has increased by 21.2%. 





























8.3 g/L。希腊学者 Fakas S.等 [6]利用木糖培养
Cunninghamella echinulata，产油率为 57.7%，产油
量为 6.7 g/L，其中 GLA 含量为 1 119 mg/L。













1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株：酵母 2A00015 由中国大洋协会环境
项目 DY115-19 航次采集分离获得，经鉴定为近平






1.1.2  主要试剂：蜗牛酶、纤维素酶，日本 Solarbio
公司；PC：0.2 mol/L 磷酸盐缓冲液，pH 6.2；高
渗 溶 液 PCS： PC+15%蔗 糖 ； 酶 液 ： 1.5%蜗 牛     
酶+1.0%纤维素酶混合+0.8 mol/L KCl (PC 配制)，
过滤除菌(0.22 μm 的过滤除菌膜过滤)；原生质体
保存液：PCS+0.01 mol/L CaCl2 (质膜稳定剂)；预
处理液：50 mmol/L EDTA (乙二胺四乙酸)。 










司 ； DB-5MS 毛 细 管 色 谱 柱 (30 m×0.25 mm×    
0.25 μm)，安捷伦科技有限公司。 
1.1.4  培养基：PYG 培养基[8]；种子培养基[8]；基
础产脂培养基[8]；再生培养基：基本培养基+15%
蔗糖(渗透稳定剂)；均 103 kPa 灭菌 20 min。 
1.2  试验方法 
1.2.1  菌种活化与扩大培养：冷藏菌种需活化 1−2
代，方法为接入 YEPD 斜面，28 °C 培养 48 h，然
后转接入种子摇瓶中，28 °C、150 r/min 振荡培养
40 h；取上述培养物 10 mL 接入新鲜的 YEPD 液体
(100 mL/500 mL 装量)培养基中，同上培养，使细
胞同步生长，培养 16 h，细胞数约为(1.0−3.0)×   
107 个/mL，终止培养，用于制备原生质体。 
1.2.2  原生质体的制备和再生：将菌液倒入离心管
中，3 000 r/min 离心 5 min，PC 液洗两次，收集菌
体。收集的菌体中加入预处理剂，用吸管混合均匀，
置于 30 °C 恒温处理 30 min，3 000 r/min 离心     
5 min，弃上清，无菌水洗涤 2 次。按 1:30 (菌体干
重 g:酶液总体积 mL)的比例加入酶液酶解，用吸管
混合均匀，放入 30 °C 摇床以 110 r/min 的速度振
荡，每隔 15 min 用吸管吹吸几次，使形成的原生
质体从菌丝上脱落下来，每隔 30 min 取样镜检酶
解程度，约处理 1−2 h 即可停止酶解处理(即停止





再生培养基平板(双层平板法接种)，于 28 °C 倒置
遮光培养，约 3−5 d 可见再生菌落。 
1.2.3  原生质体紫外诱变过程：将制备好的原生质
体用高渗溶液稀释至 5×103 个/mL，取 20 个已灭菌
的 5 cm 培养皿，每皿分别装有新制备的原生质体
悬液 5 mL，每 3 个平皿为一组，共分为 7 组。照
射前先打开紫外线光管(15 W)预热 20 min，使光波
稳定[9]。诱变过程应在黑暗条件下进行，照明采用
红色灯泡预热完成后，对每组平皿于距紫外灯   
30 cm 处分别照射 0、1、2、3、4、5、6 min，然
后每皿取 0.1 mL 适当稀释后涂布于再生培养基上
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红浓度为 0.5 mg/L，染色时间 5 min，用酶标仪测







的诱变株分别发酵培养，将培养好的菌体于       
3 000 r/min 离心 15 min，去除上清液，得到湿菌
体，称湿重。于 80 °C 恒温烘箱烘干至恒重，称
其干重，以(干菌体) g/L 发酵液表示菌体生物量。
准确称取适量菌体，加入适宜浓度盐酸混合均 浸
泡 1 h，而后沸水浴处理 5 min，−20 °C 快速冷
却，加入   10 mL 氯仿:甲醇(1:1，体积比)，充
分振荡，       3 000 r/min 离心 15 min，取氯
仿层，加入 10 mL 质量分数为 0.1%的氯化钠溶液，





















(1) 油脂的甲酯化：取油脂 100 mg，加 0.6 mol/L 
KOH-甲醇溶液 2 mL 和正己烷 2 mL 后，剧烈振荡
2 min，在 30 °C 放置 15 min，加水 5 mL，静置分
层，取己烷层分析脂肪酸。(2) 气相色谱-质谱联用
(GC-MS)色谱条件：色谱柱(DBP5-MS)，毛细管石
英柱(50 m×0.25 mm，0.25 μm)；载气：He；进样口
温度：280 °C；界面温度：250 °C；柱子程序升温：
120 °C 停 2 min，升温速率 20 °C/min 升至 250 °C，
保持 15 min；分流比：5:1；柱流量：1 mL/min；扫
描质量范围：33−400 amu；检测电压：1.36 kV。(3) 
定性分析：通过 GC-MS solution 工作站，检索
NIST05 和 NIST05s 图谱库，结合相关文献进行人
工图谱解析，确定样品中的各种化合物；定量分析：
通过 GC-MS solution 工作站，采用面积归一化法进
行定量分析，确定各化合物的相对含量。 
2  结果与讨论 














上；在 4−6 min 之间，致死率在 80%−90%左右浮动











图 1  紫外照射不同时间对酵母 2A00015 原生质体致死
率的影响 
Figure 1  Effect of UV irradiation time on the death rate 
of the 2A00015 protoplast 
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2.2  2A00015 诱变株的初筛 
实验中以 4 min 作为照射剂量诱变 2A00015
原生质体，连续诱变 10 批，每批稀释后涂 3 个平
皿。等原生质体在平皿上再生出菌落后，进行初










对荧光值两项数据(图 2)，从 30 株诱变株中选出 5
株综合性状相对较优异的突变株，分别为 3、5、
13、5 和 28 号。 
















图 2  酵母 2A00015 诱变菌株生长及产油情况 
Figure 2  The lipid content and biomass of yeast 2A00015 mutagenic strain 
 
表 1  酵母 2A00015 诱变菌株经发酵培养结果 
Table 1  Result of yeast 2A00015 mutagenic strains by fermentation culture 
Glucose (70 g/L) Molasses (70 g/L) 
Strain No. 
Biomass (g/L) Lipid yield (g/L) Lipid content (%) Biomass (g/L) Lipid yield (g/L) Lipid content (%)
3 16.393±0.160 8.236±0.120 50.250±0.110 17.563±0.210 6.852±0.120 39.010±0.200 
5 15.997±0.210 9.481±0.080 59.264±0.130 18.122±0.150 7.097±0.150 39.166±0.120 
13 15.662±0.180 9.116±0.130 58.203±0.210 18.613±0.190 7.863±0.150 42.248±0.140 
25 17.762±0.130 10.323±0.090 58.121±0.150 18.539±0.150 9.168±0.180 49.444±0.110 
28 16.862±0.090 9.767±0.110 57.925±0.090 17.206±0.180 7.699±0.160 44.748±0.140 
2A00015 15.795±0.260 7.444±0.120 47.130±0.180 16.996±0.140 6.936±0.170 40.810±0.130 
注：表中数据为 3 次平行试验的算术平均值±标准差. 
Note: The data in the table is the three parallel tests’ x±s. 
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都在 18.7 g/L 左右波动，油脂量都达到 9.0 g/L 以上，
表明酵母 2A00015/25 诱变菌株产脂稳定性较好。 
 
表 2  酵母 2A00015/25 诱变菌株的遗传稳定性实验
结果(n=3) 
Table 2  Genetic stability test of yeast 2A00015/25 
mutagenic strains (n=3) 
The number of 
generations 
Biomass (g/L) Lipid yield (g/L) 
1 18.508 5±0.150 0 9.146 4±0.100 0 
2 18.762 0±0.130 0 9.165 0±0.080 0 
3 18.676 5±0.090 0 9.082 0±0.120 0 
4 18.702 6±0.120 0 9.237 0±0.070 0 
5 18.801 2±0.110 0 9.171 0±0.120 0 
注：表中数据为 3 次平行试验的算术平均值±标准差. 
Note: The data in the table is the three parallel tests’ x±s. 
2.5  2A00015/25 诱变菌株形态学特征 
(1) 细胞形态：呈圆形；椭圆形； 




2.6  油脂的提取 
2A00015/25 诱变菌株经酸热法[11]提取的油脂
呈黄棕色，透明度较低，流动性也好(图 4)。 
2.7  油脂脂肪酸组成 
2A00015/25 菌 体 油 脂 经 甲 酯 化 后 ， 采 用
GC-MS 测定其脂肪酸组成，2A00015/25 菌体油脂
脂肪酸甲酯的总离子流图(图 5)，显示各种脂肪酸
甲酯都得到了较好的分离。表 3 列出了 2A00015/25
菌体油脂的脂肪酸组成及相对含量。 
由表 3 及图 5 可知，突变菌体油脂中共检测出
8 种脂肪酸，占整个峰面积的 97.38%，脂肪酸组成










图 3  荧光显微镜下酵母 2A00015 诱变菌株细胞 
Figure 3  Yeast 2A00015 mutagenic strain cell under the fluorescence microscope 
注：A：普通光源下不同酵母细胞；B：蓝光下相对应酵母细胞(波长 420−490 nm，1 000×). 
Note: A : Ordinary light; B: Blue light (wavelength 420−490 nm, 1 000×). 





图 4  酸热法提取的油脂 
Figure 4  The lipid is extracted by acid-heating method 
 
分别达到 63.83%和 12.52%，其他依次为 8-十七碳
烯酸 5.52%、亚油酸 5.51%、硬脂酸 4.61%、7-棕























图 5  总离子流图 
Figure 5  Total ion chromatogram 
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表 3  生物柴油成分 
Table 3  The composition of biodiesel 
Peak number FAME Molecular formula Mr Relative amount (%) 
1 7-棕榈烯酸甲酯 C17H32O2 268.45 2.19 
2 棕榈酸甲酯 C17H34O2 270.45 12.52 
3 8-十七碳烯酸甲酯 C18H32O2 282.00 5.52 
4 十七烷酸甲酯 C18H32O2 284.48 1.87 
5 亚油酸甲酯 C19H34O2 294.47 5.51 
6 油酸甲酯 C19H36O2 296.49 63.83 
7 7-油酸甲酯 C19H36O2 296.49 1.33 
8 硬脂酸甲酯 C19H38O2 298.50 4.61 
9 其他未知   2.62 
 
 





























母 2A00015/25 产油脂提供碳源， 重要的是可大
大降低生产成本，并起到废物综合利用及保护环境
的作用。由于葡萄糖的制备工艺复杂，工序繁琐，
造成其成本价值较高，市场价格一般在 3 000 元/t
左右。然而，糖蜜原料丰富，甘蔗糖蜜产地主要分
布在福建、广东、广西等省份；甜菜糖蜜原产地以
华北、东北、西北地区为主；在我国，年产甘蔗     
4 900 万 t，年产甜菜 1 300 余万 t，其中以甘蔗、
甜菜作为原料制糖后得到的糖蜜每年达到 130 万 t
以上；市场上按照糖蜜品质的不同价格一般在









量 30.65 g/L，其中油脂量 17.142 g/L，相比本研究








别为 2.42 g/L 和 0.8 g/L，而本文中 2A00015/25 利用
糖蜜发酵培养的细胞量和油脂量(分别为 18.54 g/L
和 9.17 g/L)比其有显著提高；表明 2A00015/25 在
利用糖蜜这种廉价碳源为底物发酵产油方面具有
较高的产油能力。Pnaikolaou S.等[7]利用 Yarrowia 
lipolytica 以废弃动物油脂作为碳源合成油脂，油脂
含量达 50%−70%，其中棕榈酸占 15%−20%，油酸
占 7%−20% ， 亚 油 酸 占 2%−7% ； 加 拿 大 学 者  
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3.3  摘要写作注意事项 
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